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摘要　为探讨RA R Β受体介导全反式视黄酸 (A TRA ) 抑制胃癌细胞生长的作用机理, 用N o rthern
印迹测定 RA R ΒmRNA 表达水平, 脂质体介导的转染方法将含有RA R Β基因的表达载体转染
M KN 245细胞并稳定表达,M T T 和软琼脂集落形成等实验测定细胞生长速率和生长状态, 氯霉素
乙酰转移酶活性 (CA T ) 测定视黄酸应答元件 ΒRA R E 的转录活性以及A P21 (act iva to r p ro tein21)
活性ΛRA R Β在A TRA 敏感细胞株M GC8023、BGC2823和 SGC27901中表达, 而在A TRA 抗性细胞
株M KN 245中不表达Λ当 RA R Β基因转染M KN 245细胞时, 细胞变为 A TRA 敏感, 由此导致
A TRA 抑制M KN 245细胞生长和软琼脂集落形成ΛA TRA 可以加强诱导M GC8023、BGC2823和
SGC27901细胞 ΒRA R E 的转录活性, 但对M KN 245细胞影响不大, 不能抑制细胞A P21活性Λ当
RA R Β基因转染M KN 245细胞后,A TRA 则能够诱导细胞 ΒRA R E 的转录活性, 并抑制细胞的A P2
1活性ΛRA R Β表达与A TRA 抑制胃癌细胞生长密切相关ΛA TRA 诱导 ΒRA R E 转录活性和抑制
A P21活性可能是其调控胃癌细胞生长的机制之一Λ
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Abstract　T he effect of a ll2trans ret ino ic acid (A TRA ) is m ain ly m edia ted by its recep to rs, RA R s
and RXR s. T he ro le of RA R Β in grow th inh ib it ion by A TRA and the underlying m echan ism in
hum an gastric cancer cells w ere invest iga ted. Exp ression level of RA R ΒmRNA w as detected by
N o rthern b lo t. T he exp ression vecto r con ta in ing a RA R Βgene w as tran sfected in to M KN 245 cells
w h ich did no t exp ress RA R ΒmRNA by CellFECT IN tm. Grow th inh ib it ion and sta tue of cells
w ere detected by M T T assay and the m ethod of co lony fo rm at ion of cells in soft agar,
respect ively. To exp lo re the m echan ism of RA R Β in m edia t ing effect of A TRA , a CA T repo rter
con ta in ing an ΒRA R E ( ret in io ic acid respon se elem en t)w as tran sien t ly t ran sfected in to cells and
CA T assay w as carried ou t. A P21 act ivity w as also detected by CA T assay. RA R Β exp ressed in
M GC8023, BGC2823 and SGC27901 cell lines,w h ich w ere sen sit ive to A TRA , bu t no t in M N K245
cells resistan t to A TRA. W hen the RA R Βgene w as in troduced and exp ressed stab ly in M KN 245
cells, the cells resto red their A TRA sen sit ivity, w h ich led to grow th inh ib it ion of M KN 245
cells and the inh ib it ion of co lony fo rm at ion of cells in soft agar by A TRA. A stronger induct ion of
CA T act ivity in respon se to A TRA w as ob served in M GC8023, BGC2823 and SGC27901 cells. In
con trast, on ly a sligh ter induct ion of CA T act ivity w as seen in M KN 245 cells. How ever, A TRA
cou ld induce the CA T act ivity of M KN 245 cells t ran sfected w ith RA R Β gene, w ho se trend w as
sim ilar to tho se of M GC8023, BGC2823 and SGC27901 cells. In addit ion, A TRA cou ld no t inh ib it
A P21 act ivity in M KN 245 cells. How ever, A P21 act ivity of M KN 245 cells w as inh ib ited obviou sly
after cells w ere tran sfected w ith RA R Βgene. T hese resu lts demon stra te that exp ression of RA R Β
can con tribu te to grow th inh ib it ion of gastric cancer cells by A TRA. T he induct ion of ΒRA R E
tran scrip t ional act ivity and the inh ib it ion of A P21 act ivity m ay p resen t one of m echan ism s of
A TRA in con tro lling the p ro lifera t ion of gastric cancer cells.
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　　视黄酸 ( ret ino ic acid, RA ) 对细胞生长、分化和
凋亡具有重要作用, 并在临床上治疗一些癌症, 如急
性早幼粒细胞白血病Λ视黄酸的作用主要由其受体
RA R s (ret ino ic acid recep to rs) 和 RXR s ( ret ino id X
recep to rs)介导, 这些受体属于类固醇ö甲状腺激素
受体超家族成员, 由三种不同基因 Α、Β和 Χ编码, 形
成了结构类似而功能不同的受体亚类[1 ]ΛRA R s 和
RXR s 可以形成二聚体而结合到视黄酸应答元件
RA R E ( ret ino ic acid respon se elem en t) 上, 由此调
节靶基因的表达Λ一些靶基因就是RA R s 本身, 如
RA R Β基因Λ在RA R Β启动子上存在着一个 ΒRA R E





在 G1öG0期; 2) 诱导癌细胞分化; 3) 诱导癌细胞凋
亡[3～ 5 ]Λ但是在胃癌细胞中, 视黄酸受体RA R Β介导
的作用机理仍不清楚Λ本文通过RA R Β基因转染,
证实 RA R Β表达介导了视黄酸对胃癌细胞的生长






BGC2823、SGC27901和M KN 245 (上海细胞所细胞
库提供) 均用 R PM I21640培养液培养Λ细胞接种24
h 后, 用10- 6 mo löL 全反式视黄酸 (a ll2t ran s ret ino ic
acid,A TRA , Sigm a)处理细胞24 h, 供实验用Λ
112　RNA 提取和 Northern 印迹
方法参见已发表的论文[6 ]Λ
113　基因转染
脂质体介导转染法 (CellFECT IN tm , Gibcoö
BR I 公司产品) 将含有RA R Β基因的表达载体转染
到M KN 245细胞, G418筛选细胞, N o rthern 印迹确
定RA R Β基因在细胞中的表达Λ
114　D NA 瞬时转染和CAT 活性测定
将 报 告 基 因 和 Β2半 乳 糖 苷 酶 表 达 质 粒
(Pharm acia) 等通过脂质体介导转染法转染到细胞
中瞬时表达, 24 h 后用A TRA 处理细胞, 按文献[ 7 ]
方 法 测 定 Β2半 乳 糖 苷 酶 活 性 和 CA T
(ch lo ramphen ico l acetylt ran sfersase)活性Λ
测定A P21活性的报告基因 (- 73 Co l2CA T ) 是
CA T 基因连接的胶原酶 (co llagenase) 启动子, 其上
存在一个A P21结合位点, 位于- 63和- 73残基之
间Λ此报告基因通常被用以测定A P21活性[8 ]Λ
测定 ΒRA R E 转录活性的 CA T 报告基因是含
有视黄酸应答元件 ΒRA R E、并与3H 2胸腺嘧啶脱氧




将琼脂溶解在R PM I21640培养液中, 使琼脂的
终浓度分别为015% 和013% Λ在培养皿 (5 35 mm )
中加入1 m l 015% 琼脂作为底层, 在013% 琼脂中加
入细胞, 使细胞终浓度为每m l 10万 (实验组同时加
入A TRA ) , 混匀后取1 m l 铺展在上面, 待琼脂凝固
后置培养箱中培养, 3周后随机统计集落数 (直径大
于80 Λm 的集落为阳性) , 结果行 T 检验Λ
2　结　　果
211　ATRA 对胃癌细胞 RARΒm RNA 表达的影响
N o rthern 印迹结果显示, RA R Α和 RXR Α在4
株癌细胞中均表达, 但表达水平差别较大, A TRA
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可以诱导 M GC8023、BGC2823 和 SGC27901 细胞
RA R Α表达, 不能诱导M KN 245细胞 RA R Α表达Λ
RA R Β只在M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞
中表达, 在M N K 细胞中不表达ΛA TRA 既不能诱
导RA R Β表达, 也不能诱导RXR Α表达 (F ig. 1) Λ
F ig. 1　Effect of A TRA on exp ressions of RA RΑ, RA RΒand
RXRΑmRNA in gastric cancer cells show n by N o rthern b lo t
212　RARΒ基因在M KN-45细胞中的稳定表达
由 于 在 M KN 245 细 胞 中 检 测 不 到 RA R Β
mRNA 表达, 因此将含有RA R Β基因的表达载体转
染M KN 245细胞, G418筛选后获得稳定转染子
M KN öRA R Β22ΛN o rthern 印迹测定表明, M KN ö
RA R Β22表达 RA R Β, 但A TRA 不能诱导其表达水
平, 结果与A TRA 对M GC8023、BGC2823和 SGC2
7901细胞RA R Β的影响一致 (F ig. 2) Λ
F ig. 2　Effect of A TRA on exp ression of RA RΒmRNA in
M KN 245 cells transfected w ith RA RΒ gene show n by
N o rthern b lo t
213　ATRA 对M KNöRARΒ-2细胞生长和软琼脂
集落形成的抑制
先前实验已经证实, A TRA 可以有效地抑制
M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞生长及软琼
脂集落形成, 生长抑制率为 5312%、61103% 和
3315% [3 ] , 但不能抑制M KN 245细胞生长, 生长抑制
率仅为3187% Λ当 RA R Β基因转染M KN 245细胞
后, A TRA 可以显著抑制M KN öRA R Β22细胞生长
和软琼脂集落形成Λ结果如 T ab le 1和 F ig. 3Λ
Table 1 　 Effect of A TRA on cell grow th and co lony
fo rm ation in soft agar
Grow th inh ib it ion
of cells (% )
Inh ib it ion of co lony
from ation in soft agar (% )
M KN 245 3178 23125
M KN öRA RΒ22 35157 92110
F ig. 3　 Inh ib ito ry effect of A TRA on co lony fo rm ation of
M KN 245 and M KN öRA RΒ cells in soft agar observed by
ligh t m icro scope
214　ATRA 对M KNöRARΒ-2细胞 ΒRARE 活性的
影响
将含有视黄酸应答元件 ΒRA R E 的报告基因通
过脂质体介导的转染方法转染到细胞中瞬时表达,
CA T 测定表明, A TRA 能够诱导M GC8023、BGC2
823和 SGC27901细胞 ΒRA R E 转录活性 (即CA T 活
性) , 而不能诱导M KN 245细胞 ΒRA R E 转录活性
(F ig. 4A ) ; 当 RA R Β基因转染M KN 245细胞后,
A TRA 可以诱导 M KN öRA R Β22细胞 ΒRA R E 活
性, 二者差异显著 (F ig. 4B ) Λ
215　ATRA 对M KN-45öRARΒ-2细胞AP-1活性的
抑制
先期研究已表明, A TRA 可以有效地抑制
M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞 A P21活性,
但不能抑制M KN 245细胞A P21活性[8 ]Λ当RA R Β基
因转染 M KN 245 后, A TRA 则可以抑制 M KN ö
RA R Β22细胞的A P21活性, 与A TRA 抑制M GC802
3、BGC2823和 SGC27901细胞A P21活性的结果类似
(F ig. 5) Λ
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F ig. 4　T he resu lt of CA T assay indicated the effect of A TRA on transcrip tional activity of ΒRA RE in gastrinc cancer cells
(A ) Four cell lines:M GC8023,BGC2823, SGC27901 and M KN 245;
(B)M KN 245 cells and M KN öRA RΒ22 cells transfected w ith RA RΒgene
F ig. 5　T he resu lt of CA T assay indicated the effect of
A TRA on A P21 activity in M KN 245 cells and M KN öRA RΒ2
2 cells transfected w ith RA RΒgene
3　讨　　论
本文观察了视黄酸受体RA R Β的表达对视黄
酸抑制胃癌细胞生长的影响, 结果表明, RA R Β表达
与A TRA 诱导的胃癌细胞生长抑制密切相关, 并可
以诱导M KN 245细胞由A TRA 抗性变为A TRA 敏
感, 提示RA R Β是介导视黄酸抗胃癌细胞生长的必
要条件之一Λ在一些乳腺癌细胞和肺癌细胞中, 如果
视黄酸不能诱导RA R Β表达, 那么癌细胞将逃避正
常的生长调控和凋亡诱导, 导致肿瘤的恶性发




(如抑制A P21活性) 的丧失ΛA P21是一种转录因子,
主要组成成分为 c2Jun 和 c2Fo s 蛋白Λ一些促有丝
分裂剂, 如佛波酯 T PA 等通过诱导A P21活性而刺
激细胞生长、导致细胞转化, 因此,A P21活性的诱导
与肿瘤细胞恶性生长密切相关Λ本文结果表明, 在
M KN 245细胞中, A TRA 不能抑制 A P21活性, 当
RA R Β基因转染细胞表达后,A TRA 可以有效地抑
制A P21活性, 而且细胞生长和软琼脂集落形成受到
显著抑制, 表明A TRA 抑制A P21活性是其抑制胃
癌细胞生长的机制之一Λ
RA R Β表达是通过 RA R Β启动子上的 ΒRA R E
介导, RA R Β基因是 RA 的应答基因ΛΒRA R E 作为
第一个被发现的视黄酸应答元件, 与其它RA R E 一
样, 都含有A GGTCA 或类似的基元序列 (mo tif) [2 ]Λ
RXR s 和RA R s 可以形成同源二聚体 (RXR öRXR )
或异源二聚体 (RA R öRXR ) 而结合到 RA R E 上, 由
此调节靶基因的转录与表达[1 ]Λ在乳腺癌细胞中, 视
黄酸可以上调其敏感细胞株 ZR 7521的 ΒRA R E 转
录活性[5 ] , 同样, 在胃癌细胞株中, 当 RA R Β基因转
染 M KN 245 细胞后, 细胞由 A TRA 抗性变为
A TRA 敏感细胞后, A TRA 就可以诱导其 ΒRA R E
转录活性, 诱导趋势与其它A TRA 敏感细胞株类
似Λ结果不仅表明A TRA 诱导的 ΒRA R E 转录活性
提高可能是其作用胃癌细胞的机理之一, 而且提示
M KN 245细胞对A TRA 抗性可能是由于 ΒRA R E 转
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录异常, 导致RA R Β不表达而产生的Λ
RA R Β介导的抗细胞生长作用具有细胞特异
性Λ如在人支气管上皮细胞癌中, A TRA 可以诱导
RA R Β表达, 但不能抑制细胞生长, 提示还有其它因
子参与调控ΛCOU P2T F 是一种孤生受体 (o rphan
recep to r) , 只有当它表达时, 才通过 RA R Β介导对
肺癌细胞生长的抑制[9 ]Λ我们也注意到, RA R Α在
M KN 245 细胞中低水平表达, A TRA 可以诱导
M GC8023、BGC2823和 SGC27901细胞 RA R Α表达,
而不作用 M KN 245 细胞, 提示 RA R Α可以也是
A TRA 直接作用的靶基因[8 ]Λ那么, RA R Β表达对








1 　 Zhang X K, Pfah l M. Regu lation of retino id and thyro id
ho rmone action th rough homodim eric and heterodim eric
recep to rs. T rend s E nd ocrinol M etab, 1993, 4: 156～ 162
2 　D e T he H , V ivanco2Ruiz M D M , T io llais P, Stunnenberg H ,
D ejean A. Iden tification of a retino ic acid responsive elem en t in
the retino ic acid recep to r Β gene. N atu re (L ondon) , 1990, 343:
177～ 180
3 　陈正明, 吴乔, 陈玉强, 苏文金, 视黄酸对胃癌细胞周期的调控,
实验生物学报 (Chen Zheng2m ing,W u Q iao, Chen Yu2qiang, Su
W en2jin, Regu lation of cell cycle by retino ic acid in gastric
cancer cells, A cta B iol E xp S in) , 1999, 32: 135～ 140
4 　陈玉强, 陈正明, 吴乔, 苏文金, 视黄酸对胃癌细胞的诱导分化及
其相关酶活性的影响, 肿瘤防治研究 (Chen Yu2qiang, Chen
Zheng2m ing, W u Q iao, Su W en2jin, Effect of retino ic acid on
gastric cancer cells’ d ifferen tiation and relevan t enzym e
activity, Cancer R es P reven tion T rea tm en t) , 1999, 26: 252～ 258
5 　W u Q iao,M arcia I D , Yun Z, Peter D H , A nissa A , L ong J , Yin
L , Ru L , Zhang X K, Inh ib it ion of trans2retino ic acid2resistan t
hum an breast cancer cell grow th by retino id X recep to r2
selective retino ids,M ol Cell B iol, 1997, 17: 6598～ 6608
6 　陈正明, 吴乔, 苏文金ΛCD Ks 和CK Is 在胃癌细胞周期调控中的
相关性Λ中国生物化学与分子生物学报 (Chen Zheng2m ing,W u
Q iao, Su W en2jin. Relationsh ip betw een CD Ks and CK Is in
regu lation of cell cycle p rogression of hum an gastric cancer
cells. Ch in J B iochem M ol B iol) , 2000, 16 (1) : 128～ 132
7 　 Sam brook J , F ritsch E F, M aniatis T. M olecu la r C lon ing , A
L abora tory M anua l, 2nd ed. N ew Yo rk: Co ld Sp ring H arbo r
L abo rato ry P ress, 1989: 804- 808
8 　吴乔, 陈正明, 苏文金1胃癌细胞中A P21活性与RA RΑ介导的相
关性Λ中国生物化学与分子生物学报 (W u Q iao, Chen Zheng2
m ing, Su W en2jin. Relationsh ip betw een A P21 activity and
RA RΑ invo lvem ent in gastric cancer cells. Ch in J B iochem M ol
B iol) , 2000, 16 (5) : 684～ 688
9 　W u Q iao, Yin L , Ru L , A nissa A , Yi L , Zhang X K. M odulation
of retino ic acid sensit ivity in lung cancer cells th rough dynam ic
balance of o rphan recep to rs nur77 and COU P2T F and their
heterodim erization. EM B O J , 1997, 16: 1656～ 1667
396第5期 吴　乔等: RA R Β在胃癌细胞生长调节中的作用 　
